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																																						sensibilizados	con	antígenos	de	Trichinella		spiralis	en	una	
																																						línea	celular	de	adenocarcinoma	de	pulmón	
Número	de	páginas:	45	
Candidato	para	el	grado	de	Maestría	en	Ciencias	con	Orientación	en	Microbiología	
Médica	
Área	de	estudios:	Parasitología	Molecular	
					El	cáncer	de	pulmón	es	una	de	las	principales	causas	de	muerte	por	cáncer	a	nivel	
mundial.	El	 corto	 tiempo	de	detección	para	este	 tipo	de	 cáncer	 causa	que	 la	 tasa	de	
mortalidad	sea	muy	alta	y	los	tratamientos	disponibles	son	muy	agresivos,	es	por	eso	
que	se	requieren	nuevas	terapias	alternativas	que	eliminen	sus	efectos	adversos.	Una	
de	estas	estrategias	es	la	inmunoterapia	la	cual	pretende	modular	la	respuesta	inmune	
del	 paciente,	 para	 esto	 se	 requiere	 una	 inmunización	 con	 antígenos	 tumorales	o	 no	
tumorales	 entre	 os	 cuales	 se	 encuentran	 los	 antígenos	 del	 parásito	 nematodo	
Trichinella	spiralis	el	cual	puede	estimular	 los	macrófagos	asociados	a	 tumor	(M2)	e	
inmunomodularlos	hacia	un	fenotipo	que	elimine	el	tumor	(M1).	
Conclusiones:	
• Los	AES	no	modulan	a	los	macrófagos	derivados	de	sangre	periférica,	
	
• Los	 macrófagos	 estimulados	 con	 1	 µg/mL	 de	 AT+GM-CSF	 estimulan	 la	
producción	de	IL-12	así	como	el	estímulo	con	2	µg/mL	de	AT.	
.	
• 25,	60	y	75	µg/mL	de	AT	inhiben	la	proliferación	de	la	línea	A549	en	un	80%.	
	
• El	sobrenadante	de	macrófagos	estimulados	con	AT	tienen	efecto	citotóxico	en	
las	células	A549	a	una	dilución	1:2.	
	
	
__________________________________________________________________________	
Dr.	Romel	Hernández	Bello	
Director	de	Tesis	
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Capítulo	1	
	
INTRODUCCIÓN 
 
1.1. Cáncer de Pulmón 
     El cáncer de pulmón (CP) es una de las principales causas de 
muerte por cáncer a nivel mundial. De acuerdo con los datos 
publicados por GLOBOCAN hasta el 12 de Septiembre del 2018 
existen a nivel mundial 2.094 millones de casos de incidencia para 
CP y 1.8 millones de casos de muerte para el mismo.1 
     En México, el CP es una de las principales causas de muerte por 
cáncer. Las muertes por CP en el país en el año 2018 fueron 6,733 
siendo este número de defunciones aún mayor que las provocadas 
por otros tipos de cáncer como estómago y similar al de próstata, 
hígado y mama.1 Se ha observado un aumento en la incidencia del 
CP en México a partir de 19702 destacando el periodo entre 1998 a 
2004 en el cual se registraron 397,400 muertes provocadas por 
neoplasias de origen maligno, de las cuales el 11.5 % (45,578) 
fueron correspondientes a cáncer de pulmón (Figura 1)3. Debido al 
bajo nivel educativo y desconocimiento sobre los síntomas del 
cáncer de pulmón, en México se presentan personas a recibir 
atención en etapas donde la enfermedad ya se encuentra en un 
estado avanzado4-6. Según registros del Instituto Nacional de 
Cancerología (INCan), el 1.2% de los pacientes que acuden son 
detectadas en etapas tempranas de  la enfermedad, el 16% son 
detectados con enfermedad avanzada y el 82% con metástasis7    
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Figura 1. Tasa de incidencia de cáncer de pulmón 
 en México del año 1998 al año 20043. 
 
1.2. Generalidades del Cáncer de Pulmón 
     Entre los principales factores de riesgo que pueden llevar al 
desarrollo del cáncer de pulmón se encuentran el tabaquismo 
pasivo y el tabaquismo activo siendo este último el de mayor 
relevancia ya que en México el 16% de las personas mayores de 15 
años son fumadoras8. Otros factores de riesgo como la exposición a 
elementos como el asbesto, arsénico, níquel e hidrocarburos 
policíclicos aromáticos, entre otros, la predisposición genética y la 
contaminación del medio ambiente también pueden llevar al 
desarrollo del CP9.  
     Algunos de los signos y síntomas que presentan los pacientes 
con CP son; la tos persistente, hemoptisis, pérdida de peso y dolor 
torácico, sin embargo no se cuenta con un diagnóstico específico a 
partir de la sintomatología. El cáncer de pulmón, en función al tipo 
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de célula de donde proviene, se puede definir en: 1) Cáncer 
Pulmonar de Células Pequeñas (CPCP) y 2) Cáncer Pulmonar de 
Células No Pequeñas (CPCNP) los cuales representan el 20% y 80% 
de los tumores pulmonares que se diagnostican, respectivamente. 
Este último se subdivide a su vez en tres tipos: 2a) Carcinoma 
escamoso epidermoide, el cual representa el 40% de los casos de 
CP y es el tipo más común y de localización central. 2b) Carcinoma 
no escamoso de tipo adenocarcinoma el cual representa un 30% de 
casos de CP diagnosticados, este es de tipo periférico y puede llegar 
a afectar la caja torácica y pleura. Por último se encuentra el 2c) 
Carcinoma de células grandes el cual ocupa un 10% de tumores que 
se diagnostican y que, posee características distintas de los 
carcinomas anteriores10. En la actualidad, el Adenocarcinoma 
presenta un aspecto relevante ya que este ha presentado un 
incremento comparado con el Epidermoide siendo distinto a hace 
60 años cuando el último de estos presentaba un relación en 
comparación con el Adenocarcinoma de 17:111. 
	
1.3. Tratamientos para el Cáncer de Pulmón 
     Dependiendo de la etapa en la que se encuentre el tumor, del 
tipo de tumor (CPCNP o CPCP) así como del comportamiento del 
tumor y de las características de la persona que lo presenta, es el 
tipo de tratamiento que recibirá. Existen tres tratamientos: Cirugía, 
Radioterapia y Quimioterapia (Figura 2). Las primeras de éstas son 
consideradas como locales, en cambio, la quimioterapia son de tipo 
sistémicas ya que estas son distribuidas a través del torrente 
sanguíneo10. 
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Figura 2. Etapas del cáncer, características y tratamientos. 
 
     Entre los fármacos utilizados en la quimioterapia se encuentra el 
cis-platino (cis-DDP) el cual inhibe la síntesis del ADN, de forma que 
produce enlaces cruzados dentro del mismo siendo este un proceso 
antineoplásico. Aunado a esto produce actividad inmunosupresora 
como principal efecto adverso así como trombocitopenia, anemia, 
nauseas, anorexia entre otros12. 
     Existen terapias alternativas que pretender eliminar estos 
efectos adversos así como inmunomodular la respuesta inmune del 
paciente activando células del sistema inmune administrando 
antígenos de origen tumoral, tal como menciona Anagnostou V. et. 
al. (2015)13 en donde la administración de una vacuna que 
contenga antígenos tumorales activa una respuesta antitumoral 
mediada por linfocitos T y B, a través de la activación de la células 
dendríticas para que posteriormente los linfocitos T y B ejerzan un 
efecto citotóxico sobre las células tumorales. 
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1.4. Macrófagos como inmunoterapia contra el cáncer 
     Uno de los factores más importantes en la respuesta inmune 
contra el cáncer son los macrófagos. Estos juegan un papel 
fundamental en la regresión o el crecimiento de los tumores.  
Por ejemplo, los macrófagos con un fenotipo anti-inflamatorio o 
M2 predominan en el cáncer y éstos producen moléculas que 
promueven el crecimiento. La modulación de un fenotipo M2 hacía 
un fenotipo proinflamatorio M1 puede detener el crecimiento del 
tumor estimulando los linfocitos T citotóxicos del tipo Th1 así como 
otras células efectoras.14 
     A finales de 1980, Hibbs et.al. encontraron que los macrófagos 
eliminan células cancerosas produciendo Óxido Nítrico (NO, Nitric 
Oxide por sus siglas en inglés)15. Esta molécula es utilizada por los 
macrófagos para inhibir el crecimiento de las células tumorales 
utilizando la Óxido Nítrico Sintasa Inducible (iNOS, por sus siglas en 
inglés) así como también promueven el crecimiento de las mismas 
con la producción de ornitina convirtiendo la arginina vía 
Arginasa16,17. Los macrófagos de fenotipo proinflamatorio que 
inhiben el crecimiento son llamados tipo M1 en contraste de 
aquellos macrófagos que promueven el crecimiento que son 
llamados tipo M2. Estos últimos, conocidos como Macrófagos 
Asociados a Tumor o TAM (Tumor Associated Macrophages por sus 
siglas en inglés) producen factores de crecimiento como VEGF y 
EGF (Figura 3)18. Así mismo, estos macrófagos pueden detectar 
antígenos de tipo tumoral o no tumoral los cuales puedan provocar 
una activación en los mismos para llevar a cabo una respuesta 
inmune. 
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Figura 3. Mecanismos de interacción entre macrófagos M1/M2 con células 
tumorales.18 
 
 
Vigneron N. 201519 menciona que los antígenos tumorales pueden 
ser de origen viral, codificados por mutaciones en los genes, por 
genes de la línea germinal como el Melanoma Codificado de línea 
Germinal (MAGE, por sus siglas en inglés), BAGE, GAGE, LAGE, 
antígenos con baja especificidad tumoral así como antígenos 
sobreexpresados de origen no tumoral, como en el caso de los 
parásitos helmintos, siendo el caso de los antígenos de Trichinella 
spiralis. 
 7 
 
1.5. Activación de macrófagos con proteínas de Trichinella spiralis 
     T. spiralis es un parásito nemátodo que posee en su estructura 
proteínas que sufren cambios antigénicos20 para evadir el sistema 
inmune en los diferentes estadíos de desarrollo presentando 
proteínas glicosiladas en su estructura y productos de 
excreción/secreción21. Entre las proteínas de T. spiralis algunas 
poseen estructuras de manosa22 que son reconocidas por el 
sistema inmune innato y adaptativo como los Receptores de 
Reconocimiento de Patrón (PRR por sus siglas en inglés)23. De estas 
moléculas, el Receptor de Manosa (MR, por sus siglas en inglés) se 
encuentra en la superficie de macrófagos24. Las interacciones de las 
proteínas de T. spiralis con MR activa la vía de señalización la cual 
produce enzimas lisosomales25 y especies reactivas de oxígeno26.         
 
1.6. Triquinelosis 
     La triquinelosis es la enfermedad causada por el parásito 
nemátodo Trichinella spiralis el cual es de origen zoonótico, posee 
una distribución cosmopolita. Debido a las costumbres alimenticias 
de cada país como el consumo de carne de cerdo, de caballo, de 
perro etc. promueven la amplia distribución del parásito.27 
     La Organización Mundial de la Salud (OMS) reportó en México 
351 casos desde 1986-200128. Se determinó la presencia de una 
triada de proteínas de 45, 48 y 53 kDa en el suero de personas que 
estuvieron expuestas al parásito, esto para determinar la 
seroprevalencia encontrándose distribuido en toda la república 
mexicana29. 
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1.7. Ciclo biológico de Trichinella spiralis 
     Su ciclo de divide en dos fases, una intestinal y otra muscular. En 
la primera de estas la Larva Muscular (LM) se deposita en los 
enterocitos donde se desarrolla en Adulto (AD), estos copulan y a lo 
largo de 36 horas desarrollan Larvas Recién Nacidas (LRN) las cuales 
viajan a través del torrente sanguíneo hasta llegar al músculo 
estriado esquelético, lo cual se conoce como fase muscular, en 
donde se desarrollan en LM durante 20 días para después formar 
una célula nodriza y mantener encapsulada la LM, pasando 
desapercibido por el sistema inmune (Figura 4)30. 
 
Figura 4. Ciclo biológico de Trichinella spiralis. Ciclo salvaje y doméstico en 
donde se indica la LM como fase infectiva (1), liberación de las mismas en el 
intestino (2) y maduración y reproducción en fase de AD (3,4). Por último (5) 
migración de LRN al músculo. 
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Capítulo	2	
 
2. Justificación 
     Por todo lo anterior en este trabajo se propone la siguiente 
justificación. El cáncer de pulmón tiene una alta incidencia de 
mortalidad en la población mundial. Los tratamientos más 
comúnmente utilizados como el cis-platino generan efectos 
adversos en el paciente y tienen costos muy elevados. Por ello, el 
estudio de nuevas estrategias como la inmunoterapia en donde los 
macrófagos son una herramienta para el tratamiento contra el 
cáncer se vuelve atractivo.  
     En este proyecto se pretende estudiar el efecto de los antígenos 
de T. spiralis en el fenotipo de macrófagos co-cultivados con una 
línea celular de adenocarcinoma de pulmón. 
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Capítulo	3	
	
3. Hipótesis 
    Los antígenos de Trichinella spiralis sensibilizarán macrófagos 
hacía un fenotipo M1 los cuales tendrán un efecto citotóxico en las  
células de adenocarcinoma de pulmón. 
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Capítulo	4	
	
4. Objetivos 
 
4.1. Objetivo General 
     Evaluar la actividad citotóxica de macrófagos sensibilizados con 
proteínas de la larva muscular del parásito nematodo Trichinella 
spiralis en una línea celular de adenocarcinoma de pulmón (A549). 
 
4.2. Objetivos Específicos 
1-. Obtener Antígenos Totales (AT) y de Excreción/Secreción (E/S) 
de la larva muscular de Trichinella spiralis. 
2.- Evaluar el efecto in vitro de los Antígenos Totales (AT) y de 
Excreción/Secreción (E/S) de T. spiralis en la línea celular de 
adenocarcinoma de pulmón (A549) y en macrófagos derivados de 
sangre periférica. 
3.- Evaluar el efecto citotóxico in vitro de macrófagos sensibilizados 
con Antígenos Totales (AT) de T. spiralis en una línea celular de 
adenocarcinoma de pulmón (A549). 
 
	
	
	
 12 
 
Capítulo	5	
	
5. Material y Métodos 
5.1. Mantenimiento del ciclo de vida del parásito 
     Se utilizó la cepa CHN°2 de Trichinella spiralis. La cepa se 
mantuvo en ratones de la cepa BALB/c los cuales fueron infectados 
con 500 LM y después de 40 días de infección se sacrificaron por 
dislocación cervical para obtener la carcasa de estos ratones 
infectados. Posteriormente se realizó una digestión artificial 
empleando pepsina (Sigma) al 1% y HCl (Merck) al 1% incubándose  
a 37°C durante 3 horas en agitación constante. Terminado el 
tiempo, se filtraron las larvas a través de una gasa y se dejó 
sedimentar por 20 minutos. Se descartó el sobrenadante y las 
larvas se lavaron con solución salina al 0.85% hasta eliminar 
cualquier residuo de la solución de digestión31. 
 
5.2. Cultivo de LM de Trichinella spiralis 
     Las larvas musculares obtenidas fueron lavadas repetidas veces 
utilizando PBS con Streptomicina/Ampicilina (Sigma) al 1%, 
posteriormente se cultivaron 5,000 a 6,000 LM en cajas Petri 
utilizando medio DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium, Sigma) 
suplementado con Ampicilina/Estreptomicina al 1%. La caja Petri 
fue puesta a incubación con 37°C por 24 y 48 horas. El 
sobrenadante obtenido, que contiene las proteínas de 
Excreción/Secreción (E/S) fue centrifugado a 12,000g a 4°C por 30	
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min y precipitado utilizando el método de Metanol-Cloroformo 
para ser dializadas posteriormente32. 
     Los Antígenos Totales fueron obtenidos tras la disrupción 
mecánica de las larvas musculares, esto llevado a cabo en frío y 
posteriormente centrifugado a 20,000g por 10 min usando una 
pastilla con inhibidor de proteasas. Después de esto las proteínas 
fueron dializadas en frío contra agua destilada durante dos días en 
agitación, se cuantificó su concentración mediante método de 
Bradford y fueron utilizadas en un gel de SDS-PAGE. 
 
5.3. Western Blot de ESPs 
     Las proteínas fueron resuspendidas en amortiguador Tris-P 
(10mM Tris-HCl pH 8.13 con inhibidores de proteasas 50 µg ml-1 l-
1-tosilamida-2-feniletilclorometil cetona, 25 µg ml-1 N-α-ρ-tosil-1-
lisine-clorometil-cetona-HCl, 1 mM fenilmetil sulfonil fluoruro y 2% 
desoxicolato de sodio). 
     Posteriormente fueron cuantificadas por el método de Bradford 
(BioRad). Se utilizaron 30 µg de las proteínas las cuales fueron 
hervidas a 95°C por 5 minutos en amortiguador de Laemmli 
conteniendo β-mercaptoetanol (β-ME) y se cargaron en geles de 
SDS-PAGE al 10%. 
     Las proteínas se separaron electroforéticamente, fueron 
transferidas a una membrana de PVDF y se bloquearon con 
amortiguador TBS-T (20 mM Tris [tris(hidroximetil) aminometano], 
150 mM NaCl-0.05% Tween 20 (v/v), pH 7.5 y 5% (w/v) de leche 
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descremada en polvo (Svelty, Nestlé) durante 1 hora a temperatura 
ambiente (TA) y se lavaron 3 veces con TBS-T por 5 min cada uno. 
     Posteriormente la membrana se incubó con el anticuerpo 
primario obtenido del suero de ratón infectado con Trichinella 
spiralis en una dilución 1:5000 en amortiguador TBS-T durante 1 
hora a temperatura ambiente (TA), se lavó 3 veces con TBS-T (5 min 
c/u) y en seguida se incubó con el anticuerpo secundario de cabra 
anti-IgG de ratón acoplado a peroxidasa de rábano a una dilución 
1:7500 durante 1 hora a TA. 
     Para la detección de la señal se usaron reactivos para 
quimioluminiscencia de BioRad y placas radiográficas marca Kodak.     
La estimación del peso molecular de la proteína de interés se 
realizó por comparación con marcadores de peso molecular 
estándar (Dual color plus, BioRad).  
 
5.4. Línea celular A549 
     La línea celular de Adenocarcinoma de pulmón fue mantenida 
utilizando el medio de cultivo F12-k de Dubelcco el cual fue 
suplementado con Suero Fetal Bovino al 10% y 
Ampicilina/Streptomicina al 1%. 
 
5.5. Obtención de monocitos derivados de sangre periférica 
     Se obtuvieron aproximadamente 20 mL de sangre de personas 
sanas y a esta se le administró Histopaque (Pancoll human) y fue 
centrifugada a 400g a 4°C por 30 minutos. Posteriormente fueron 
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aisladas utilizando perlas magnéticas CD14+ de MACsystem, se 
determinó un porcentaje de viabilidad mayor al 90% y fueron 
cultivados en cajas de 96 pozos con medio RPMI-1640 
suplementado con antibiótico a 37°C con 5% de CO2 durante 6 días.  
 
5.6. Diferenciación a macrófagos M1y M2 
     A estos macrófagos Mø se les administró 1 µg/mL de los AT de 
Trichinella spiralis. Por otra parte, a otros macrófagos se les 
diferenció al fenotipo M1 administrando 25 ng/mL de GM-CSF por 
6 días para su pre-diferenciación y posterior a esto se les 
administró 40 ng/mL de IFN-γ y 200 ng/mL de LPS. 
      Correspondiente a los macrófagos M2, se les administró 25 
ng/mL de M-CSF por 6 días para su pre-diferenciación, después se 
les administró 20 ng/mL de M-CSF y 40 ng/mL de IL-4. 
 
5.7. Ensayo de viabilidad 
      Después de 72 horas de haber administrado el tratamiento se 
les administró 20 µg/mL del reactivo MTT a las células de la línea 
A549 que fueron sometidas a tratamiento con los AT, AES, cis-
platino y sobrenadante de macrófagos estimulados con proteínas o 
diferenciados a los diferentes fenotipos para después de 1 hora 
realizar una lectura a 490 nm. 
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5.8. Ensayo de citotoxicidad 
     Después de 72 horas de haber administrado el tratamientos se 
administró 50 µL de la mezcla de reacción que provee el kit a cada 
pozo que fue tratado con AT, AES, cis-platino y sobrenadante de 
macrófagos estimulados con proteínas o diferenciados a los 
diferentes fenotipos durante 30 minutos para después agregar 50 
µL de la enzima LDH y posterior a los 30 minutos agregar la 
reacción de paro para ser leído a 595 nm. Esa absorbancia fue 
convertida a porcentaje de citotoxicidad utilizando la siguiente 
fórmula: 
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Capítulo	6	
	
6. Resultados 
6.1. Análisis de antígenos de Excreción/Secreción (AES) y 
Antígenos Totales (AT) de la Larva Muscular de Trichinella spiralis 
en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) y Western Blot (WB)  
     Los Antígenos de Excreción/Secreción (AES) y los Antígenos 
Totales (AT) de la Larva Muscular (LM) de Trichinella spiralis se 
obtuvieron de cultivo y de digestión artificial respectivamente. En 
ambos casos, los antígenos se dializaron contra agua destilada y se 
les realizó una cuantificación por el método de Bradford (Figura 5) y 
posteriormente  para verificar su integridad se separaron en un gel 
de poliacrilamida. En el gel se observó que las proteínas después de 
la diálisis estaban integras, además de un patrón de bandeo similar 
al reportado por Shao et. al. (2014)33 para ambos tipos de 
Antígenos (Figura 6 y 7). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Cuantificación de AES y AT por el método de Bradford. 
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Figura 6. Antígenos Totales (AT) y de E/S (AES) de Trichinella spiralis en gel de 
Poliacrilamida. Carril 1 (AT) y 2 AES. Shao R. L. Zhong Q. Wang et. al. 2014. 
 
 
 
Figura 7. Antígenos de E/S y AT de Trichinella spiralis en gel de Poliacrilamida. 
Marcador de peso molecular (M). Carril 1 y 3 AES no dializados y dializados 
respectivamente; carriles 2 y 4 AT no dializados y dializados respectivamente. 
 
M     1      2     3      4  
  1     2 
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     Posteriormente el gel de poliacrilamida fue transferido a una 
membrana de PVDF para realizar WB empleando un anticuerpo 
primario policlonal obtenido del suero de ratones infectados por un 
mes con la LM (Figura 9 y 10). En estudios previos se han realizado 
análisis de WB empleando los Antígenos de Excreción/Secreción 
(AES) y Antígenos Totales (AT) de T. spiralis con sueros de pacientes 
infectados con este parásito; encontrándose la misma triada 
característica en los AES y AT de la LM en donde se aprecian las 
bandas de 45 kDa, 49 kDa y 53 kDa (Figura 8). Nuestros resultados 
muestran un patrón similar al reportado por Radovic I. (2012)34, en 
donde se aprecia la triada de proteínas reconocidas por el 
anticuerpo policlonal de suero de ratón probado en AES obtenidos 
de cultivo de LM (Figura 9). Este mismo patrón se pudo encontrar 
en los AT obtenidos por disrupción de las LM en el cual se muestra 
este mismo patrón de proteínas características así como otras 
proteínas que conforman la estructura de la larva (Figura 10).   
 
 
Figura 8. WB donde se muestra la triada característica que reconoce el suero 
de pacientes con triquinelosis. (Radovic I. et. al. 2012). 
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Figura 9. Western Blot de Antígenos de Excreción/Secreción (AES). Carril 1 
control Negativo. Carriles 2 y 3 AES no dializados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Western Blot de Antígenos Totales (AT). Marcador de peso 
molecular (M). Carriles 1 (dializados) y 2 (no dializados). 
 
 1      2       3 
 M       1          2       
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6.2. Efecto de los AES en la producción de IL-12 e IL-4 en 
macrófagos derivados de monocitos 
     En primera instancia nos enfocamos en el efecto de los AES en 
macrófagos derivados de monocitos (MDM). Para determinar si los 
AES polarizan los macrófagos (Mø), es decir, aquellos que aún no 
tienen un primming en su fenotipo hacía M1 o M2, se determinó la 
producción de Interleucinas (IL) -12 e IL-4.  
     García González et. al. (2017)35 diferenció macrófagos hacía un 
fenotipo M1 y M2 utilizando el Factor Estimulante de Colonia de 
Granulocitos y Monocitos (GM-CSF, por sus siglas en inglés) y el 
Factor Estimulante de Colonia de Monocitos (M-CSF, por sus siglas 
en inglés) los cuales polarizan los macrófagos hacía un perfil M1 y 
M2, respectivamente. Posterior a esto de midió la producción de IL-
12 e IL-4 los cuales son marcadores para los fenotipos 
anteriormente mencionados, respectivamente (Figura 11). 
 
Figura 11. Producción de Interleucinas correspondientes a cada fenotipo de 
macrófagos. 
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     Para ello se obtuvo sangre periférica de personas sanas posterior 
a esto se mezcla con Histopaque y se purifican mediante columnas 
con perlas magnéticas CD14+, estos monocitos son cuantificados 
para viabilidad mediante azul tripan y cultivados.  
     Los Antígenos de Excreción/Secreción (AES) se utilizaron para 
estimular monocitos y así poder analizar su perfil de polarización, 
esto se llevó a cabo midiendo la producción de IL-12 el cual es un 
marcador para macrófagos M1 e IL-4 como marcador para 
macrófagos M2 (Figura 12) empleando una dosis de 1 µg/mL de 
AES y posteriormente analizados por ELISA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Producción de IL-12 e IL-4 por macrófagos estimulados con AES de 
Trichinella spiralis. 
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     Debido a que los AES de Trichinella spiralis no generaron un 
efecto en los macrófagos en cuanto a la producción de 
interleucinas, se decidió probar el efecto de los Antígenos Totales 
(AT) de Trichinella spiralis para averiguar si estos producían algún 
efecto en la polarización de los macrófagos (Figura 13). Cuando los 
macrófagos estuvieron en presencia de los AT, se pudo observar un 
incremento en la producción de IL-12 la cual corresponde al perfil 
de macrófagos M1,  esta Interleucina se encontró presente en una 
mayor cantidad que la IL-4, la cual corresponde al fenotipo M2, 
mostrando así un perfil del tipo proinflamatorio principalmente. 
     Estos ensayos se realizaron utilizando 1 µg/mL de proteína de 
Antígenos Totales (AT) con el Factor Estimulante de Colonia de 
Granulocitos y Monocitos (GM-CSF) y por separado con el Factor 
Estimulante de Colonia de Monocitos (M-CSF) ya que polarizan los 
macrófagos hacía un perfil M1 y M2, respectivamente. Se decidió 
evaluar esta misma producción de Interleucinas utilizando el doble 
de cantidad de proteína (2 µg/mL) para verificar o descartar que 
estas interleucinas siguieran produciéndose por los macrófagos. Al 
utilizar solamente la proteína sin ningún factor estimulante se 
observó un incremento en la producción de IL-12 mayor que en la 
estimulación con 1 µg/mL de proteína total, ya sea administrando 
solamente la proteína o en conjunto con el Factor Estimulante de 
Colonias de Granulocitos y Monocitos (GM-CSF). 
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Figura 13. Producción de IL-12 e IL-4 por macrófagos estimulados con 
diferentes concentraciones de antígenos totales de T. spiralis. 
 
6.3. Evaluación del efecto citotóxico de los AT de la Larva 
Muscular de Trichinella spiralis en la línea celular de 
adenocarcinoma de pulmón A549 
  	  En la literatura, se ha reportado que los AT tienen un efecto 
directo deletéreo en las líneas celulares MFC (Cáncer de estómago 
murino), H22 (Hepatoma ascítico murino), S180 (Sarcoma murino), 
K562 (Leucemia mieloide crónica humana) y H7402 (Hepatoma 
humano) administrando hasta 0.140 mg/mL de Antígenos Totales 
(Figura 14). Estos AT administrados directamente sobre el cultivo a 
diferentes concentraciones muestran una inhibición en la 
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proliferación de las células, además muestran que hay una relación 
dosis-dependiente. 
 
Figura 14. Inhibición en la proliferación de diferentes líneas celulares con 
varias dosis de AT de Trichinella spiralis. (X. L. Wang et. al. 2009). 
	
     Con la finalidad de determinar si los AT de T. spiralis generaban 
un efecto citotóxico como reporta X.L. Wang (2009)36, se probaron 
los AT de T. spiralis en diferentes dosis sobre el cultivo de las 
células A549 por 72 horas. La citotoxicidad generada en las células 
se determinó mediante la liberación de la enzima Lactato 
Deshidrogenasa (LDH), un indicativo de muerte por necrosis. 
También, se midió la viabilidad celular para luego analizar el efecto 
que presentaban mediante la medición de LDH así como la 
medición de la degradación del reactivo MTT hacía formazan 
usando MTT (Figura 15). La concentración más alta de antígenos 
totales (75 µg/mL) fue la que presentó un mayor efecto citotóxico. 
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Figura 15. Análisis de medición de LDH y degradación de MTS en 9 diferentes 
concentraciones. 
 
6.4. Análisis del efecto citotóxico de sobrenadante proveniente 
del cultivo de macrófagos estimulados con antígenos totales de 
Trichinella spiralis administrados en la línea celular de 
adenocarcinoma de pulmón A549 
  	  Los antígenos totales de la LM de T. spiralis fueron 
administrados en 1 µg/mL al cultivo de monocitos obtenidos de 
sangre periférica después de 9 días estos sobrenadantes se 
administraron a las células A549 por 72 horas y se realizó el ensayo 
de LDH y MTT para evaluar un efecto citotóxico en las mismas. Se 
observó que el sobrenadante de los macrófagos diferenciados al 
fenotipo M1 tuvo un efecto negativo para las células, así mismo, la 
administración del 
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sobrenadante de los macrófagos estimulados con los AT tuvo un 
efecto en la liberación de LDH sobre las células A549 en la menor 
de las diluciones (Figura 16). 
 
 
 
	
	
	
	
	
 
 
 
 
 
 
              
Figura 16. Método de detección de liberación de LDH para evaluar 
citotoxicidad en las células A549. 
 
 
LDH (M1) LDH (M2) 
LDH (AT) 
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Capítulo	7	
	
7. Discusión 
     El cáncer de pulmón (CP) es una de las principales causas de 
muerte por cáncer a nivel mundial. De acuerdo con los datos 
publicados por GLOBOCAN hasta el 12 de Septiembre del 2018 
existen a nivel mundial 2.094 millones de casos de incidencia para 
CP  y 1.8 millones de casos de muerte para el mismo1. 
     Existen tres tratamientos para el CP: Cirugía, Radioterapia y 
Quimioterapia. Las primeras de estas son consideradas como 
locales;  en cambio, la quimioterapia es de tipo sistémica ya que 
esta es distribuida a través del torrente sanguíneo. Entre los 
fármacos utilizados en la quimioterapia se encuentra el cis-platino 
el cual inhibe la síntesis del ADN de forma que produce enlaces 
cruzados dentro del mismo siendo este un proceso antineoplásico. 
Aunado a esto, el cis-platino genera una actividad inmunosupresora 
como principal efecto adverso así como trombocitopenia, anemia, 
nauseas, anorexia entre otros, lo que se traduce en un decaimiento 
en la calidad de vida del paciente. 
     Una terapia alternativa que promueve la eliminación de estos 
efectos secundarios es la inmunoterapia la cual pretende modular 
la respuesta inmune de macrófagos hacia un perfil pro-inflamatorio 
o M1.  
     Los macrófagos juegan un papel importante en la regresión o el 
crecimiento de los tumores, más específicamente, los macrófagos 
con un fenotipo antiinflamatorio o M2, los cuales predominan en 
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los tumores y producen moléculas que promueven el crecimiento 
del mismo. Se sabe que células tumorales para escapar de la 
inmunovigilancia, pueden reducir sus proteínas antigénicas, 
expresar receptores que inhiben la respuesta de los linfocitos T o 
incluso generar un perfil anti-inflamatorio o M2 en los macrófagos 
M1. De hecho, en estudios realizados por Müller U. C. et. al. 
(2012)37 se observó que las células de adenocarcinoma de pulmón 
A549 al estar en co-cultivo con macrófagos derivados de monocito, 
son capaces de inducir una expresión de CCL18 el cual es un 
marcador para macrófagos M2, así mismo, estas células en co-
cultivo generan una producción de CXCL10 el cual es un marcador 
para macrófagos M1. En este sentido, la modulación de un fenotipo 
anti-inflamatorio M2 hacía un fenotipo pro-inflamatorio M1 o 
viceversa puede ser cuantificada mediante la medición de estas 
quimiocinas u otras moléculas producidas por cada perfil de estos 
macrófagos. 
    Entre las proteínas que pueden generar un perfil pro-inflamatorio 
o M1 en los macrófagos Mø, son las mismas proteínas tumorales, 
las cuales se utilizan en algunos tratamientos de 
inmunomodulación, sin embargo también se propone el uso de 
proteínas no tumorales que induzcan un perfil M1. Dentro de este 
tipo de proteínas se encuentran las proteínas de helmintos como 
las de la larva muscular de Trichinella spiralis. 
     Trichinella spiralis es un parásito nemátodo el cual posee en su 
estructura proteínas las cuales sufren cambios antigénicos a 
manera de evasión del sistema inmune en los diferentes estadíos 
de su desarrollo presentando proteína glicosiladas en su estructura 
así como productos de excreción/secreción. Entre las proteínas de 
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Trichinella spiralis algunas poseen estructuras de manosa las cuales 
son reconocidas por el sistema inmune innato y adaptativo siendo 
reconocidos específicamente por los Receptores de 
Reconocimiento de Patrón (PRR por sus siglas en inglés). De estas 
moléculas, el Receptor de Manosa (MR, por sus siglas en inglés) se 
encuentra en la superficie de los macrófagos. 
     El parásito nemátodo Trichinella spiralis posee antígenos de 
Excreción/Secreción los cuales utiliza para llevar a cabo su ciclo 
biológico. Es el estadío de Larva Muscular el que se encuentra 
mayor tiempo en el hospedero y autores como Teppema et. al. 
(1973) y; Despomier (1993)38 han estudiado su desarrollo en el 
hospedero y mencionan que durante este proceso la célula 
muscular desarrolla varios cambios antes de convertirse en célula 
nodriza. Así mismo, se ha observado que los antígenos de 
Excreción/Secreción así como los Antígenos Totales poseen una 
capacidad inmunomoduladora.  
     Existen reportes donde se han utilizado ambos antígenos de 
Trichinella spiralis para estimular macrófagos a medida de evaluar 
su inmunomodulación, tal es el caso de Gruden et. al. (2005)39 
donde se pudo observar la producción de NO (Óxido Nítrico, por 
sus siglas en inglés) el cual es un marcador para el perfil de 
macrófagos M1. Al utilizar 100 µg/mL para estimularlos pudieron 
observar  la producción de 20 µM de NO, esto en macrófagos 
peritoneales de ratón. Se decidió evaluar la activación de 
macrófagos mediante la cuantificación de la producción de IL-12 e 
IL-4 los cuales son marcadores para el perfil M1 y M2, 
respectivamente, siendo esto evaluado en macrófagos 
diferenciados de monocitos derivados de sangre periférica. 
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Como referencia se tiene la tesis de maestría de González G et. al. 
(2017)35 en donde se evaluó la producción de estas interleucinas en 
macrófagos derivados de monocitos. Esta misma cuantificación fue 
realizada encontrando cantidades de 4700 ρg/mL de IL-12 y 800 
ρg/mL de IL-4 como controles positivos y el control basal expresó 
una producción de 100 ρg/mL y 70 ρg/mL respectivamente. 
    Por todo lo anterior, en este trabajo se estudió el efecto que 
producen los AT y los ES de la LM en macrófagos Mø y en las células 
de adenocarcinoma de pulmón A549, así como el efecto citotóxico 
que generan macrófagos sensibilizados con estas proteínas en las 
células A549. 
     Nuestros resultados obtenidos para ambos tipos concuerdan con 
los reportados por Shao R. L. et. al. (2014)33. Estos mismos 
antígenos se han utilizado en Western Blot en donde se observa la 
triada característica de T. spiralis reconocida por los anticuerpos de 
personas que han estado infectadas con triquinelosis (Radovic I. et. 
al. 2012)34. Así mismo, pudimos observar esta misma triada en el 
Western Blot realizado a los antígenos de Excreción/Secreción así 
como a los Antígenos Totales, como se mencionó anteriormente en 
los resultados. Al sensibilizar los macrófagos con 1 µg/mL de los 
antígenos de Excreción/Secreción junto con el Factor Estimulante 
de Colonia de Monocito (M-CSF) y Factor Estimulante de Colonia de 
Granulocito y Monocito (GM-SCF) no se observó una activación ya 
que la cantidad producida de IL-12 en macrófagos estimulados con 
E/S+M-CSF fue de 20 ρg/mL y de 80 ρg/mL para E/S+GM-CSF siendo 
menor que el control basal. 
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     También se evaluó la producción de IL-4 en macrófagos 
sensibilizados con E/S+M-CSF y E/S+GM-CSF y tampoco se observó 
una activación ya que la cantidad de IL-4 producida fue de 30 
ρg/mL y 50 ρg/mL respectivamente, siendo también menor que la 
cantidad producida por el control basal. 
    Reading P.C. et. al. (2000)40 mencionan que los macrófagos 
detectan los antígenos mediante receptores como el Receptor de 
Manosa y se ha demostrado que estos antígenos pueden competir 
para unirse al receptor, esto podría explicar de cierta medida el 
hecho de que se hayan detectado niveles de IL-12 e IL-4 menores a 
los basales ya que no se les realizó un tratamiento previo antes de 
sensibilizar a los macrófagos. 
     Caso contrario sucedió con los Antígenos Totales. Al administrar 
1 µg/mL de AT+M-CSF no se observó una diferencia significativa en 
la producción de IL-12 en comparación con el control basal, sin 
embargo, al utilizar 1 µg/mL de AT+GM-CSF se produjo una 
cantidad de 1000 ρg/mL de IL-12 siendo mayor que los 100 ρg/mL 
del basal. Al evaluar si la administración de solamente los AT a los 
macrófagos presentaban algún efecto de sensibilización se observó 
una producción de IL-12 de 400 ρg/mL la cual también es mayor a 
la producida por el control basal.  
     Estos resultados nos indican que la administración de AT tiende 
a provocar una respuesta en los macrófagos de liberación de IL-12 
más que de IL-4. Xiaojing M. et. al. (2015)41 mencionan que la IL-12 
se produce por células presentadoras de antígenos activadas por 
patógenos como los macrófagos y células dendríticas, presenta una 
naturaleza del tipo pro-inflamatoria y tiene funciones activadoras 
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para células NK así como induce la diferenciación de linfocitos 
TCD4+ vírgenes para convertirse en células T cooperadoras 
productoras de IFN-γ. Por tanto la cuantificación de esta 
interleucina puede ser utilizada como medida de activación, 
Grohmann U. et. al. (2001)42 reporta una cantidad de 25 ρg/mL de 
IL-12 en sobrenadante cuantificado por método de ELISA en 
macrófagos no estimulados siendo menor a la que nosotros 
reportamos utilizando el mismo método. 
     Existen antecedentes donde estos Antígenos Totales se han 
administrado directamente sobre cultivos de células tumorales y se 
observa un efecto de inhibición en la proliferación. Tal es el caso de 
Wang X. L. et. al. (2009)43 en donde utilizaron concentraciones de 
35, 70 y 140 µg/mL de AT y observaron que la inhibición de la 
proliferación era dependiente de la dosis yendo del 20%, 30% al 
50% respectivamente esto evaluado en línea celulares de 
carcinoma de estómago murino, hepatoma ascítico, sarcoma 
murino, leucemia mieloide crónica humana y hepatoma humano. 
     En este proyecto se decidió evaluar este mismo efecto en la línea 
celular de adenocarcinoma de pulmón A549 utilizando dosis de 
0.312, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 25, 50 y 75 µg/mL de AT mediante el 
método de MTT el cual se basa en la degradación del reactivo 
mediante enzimas mitocondriales. Como control positivo de 
citotoxicidad de utilizó el cis-platino para el cual existen reportes 
(Barr N. et. al. 2013)44 donde se exhibe un efecto dañino para las 
células de la línea A549 a partir de una concentración de 10 µM. Al 
utilizar el cis-platino sobre el cultivo observamos que a una 
concentración de 40 µM presentaba un porcentaje de inhibición de 
la proliferación del 60% mientras que las últimas tres 
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concentraciones de AT exhibieron una mayor inhibición en el 
porcentaje de proliferación de la línea A549 siendo del 80% para las 
3 concentraciones. Boonmars T. et. al. (2004)45 mencionan que 
durante la formación de la célula nodriza de Trichinella spiralis la 
diferenciación de la célula muscular así como su diferenciación, 
proliferación y apoptosis están regulados por factores que 
involucran a la mitocondria y demuestran que el proceso de 
inhibición en la proliferación de algunas de las líneas celulares que 
utilizaron está asociado al daño a la mitocondria y apoptosis 
aunque se desconoce el mecanismo exacto.  
     También se evaluó la liberación de la enzima Lactato 
Deshidrogenasa (LDH) en esta misma línea celular utilizando las 
mismas concentraciones de AT. La Lactato Deshidrogenasa se ha 
utilizado como marcador para apoptosis en evaluaciones como la 
realizada por Uchide N. et. al. (2009)46 donde mencionan que la 
liberación de la enzima está relacionada con el daño en la 
estructura de las células y su posterior muerte. Decker T. et. al. 
(1988)47 afirman que la  enzima es citosólica y se libera cuando 
ocurre un daño en la membrana plasmática, al liberarse al medio 
esta convierte el lactato en piruvato reduciendo el NAD+ a NADH 
para después ser utilizado por la diaforasa para reducir la sal de 
tetrasolio (INT) en rojo formazán y esta coloración es directamente 
proporcional a la liberación de LDH. 
    Esta liberación de LDH se interpreta como % de citotoxicidad 
provocado por la administración de los AT. No se sabe el 
mecanismo exacto por el que los antígenos causan daño a las 
células pero se ha visto que tienen un efecto dosis-pendiente. Las 
concentraciones que provocaron una alta liberación de LDH fueron 
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las de 25, 50 y 75 µg/mL teniendo un porcentaje de citotoxicidad 
del 75, 80 y 85 % respectivamente. No existen reportes de 
cuantificación de liberación de LDH utilizando antígenos de 
Trichinella spiralis, sin embargo, Danielsen P. H. et. al. (2008)48 
utilizaron este método en la misma línea celular administrando 
partículas de contaminación del aire en concentraciones de 25, 100 
y 250 µg/mL y observaron un efecto dosis dependiente siendo el 
porcentaje de liberación de LDH mayor al 40% a partir de las 
últimas dos concentraciones. 
     Al utilizar los sobrenadantes de macrófagos estimulados con 1 
µg/mL de AT así como diferenciados hacía un perfil M1 se pudo 
observar un porcentaje de citotoxicidad del 40% y del 100%, 
respectivamente, este porcentaje disminuye a medida que se 
realiza una dilución del sobrenadante con medio de cultivo F12-K. 
Taniguchi H. et. al. (2010)49 utilizaron macrófagos diferenciados 
hacía un perfil M1 de la línea NR883 la cual son macrófagos 
alveolares de ratón en co-cultivo con células de la línea A549 y 
observaron un efecto de muerte sobre estas últimas. Ellos 
mencionan que el contacto célula-célula causa el efecto de muerte. 
    También observaron que al administrar el sobrenadante de los 
macrófagos de la línea NR8383 sobre la línea A549 durante 3 días 
se podía apreciar un efecto de inhibición en la proliferación de la 
misma. Menciona que el sobrenadante de macrófagos 
diferenciados hacía un perfil M1 contiene moléculas como TNF-α, 
IL-1β y óxido nítrico. TNF-α posee efectos inhibitorios en células 
tumorales, indica Horssen R. et. al. (2006)50, la IL-1β está 
involucrada en partes importantes de la respuesta inmune y 
reacciones inflamatorias, así como posee funciones antitumorales, 
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comenta Dinarello C. A. (1988)51. Así mismo, se sabe que el óxido 
nítrico es un mediador que posee funciones relacionadas a lesiones 
e inflamaciones así como induce la apoptosis de las células 
tumorales, afirma Schmidt H. H. et. al. (1994)52 y Sveinbjornsson B. 
et. al. (1996)53.  
     Por último, Beckman J. S. et. al. (1996)54 menciona que el óxido 
nítrico al reaccionar con el radical superóxido genera peroxinitrito y 
este último, comenta MacMicking J. et. al. (1997)55 posee una 
fuerte actividad citotóxica.  
     Tomando en cuenta los resultados obtenidos por los autores 
anteriormente mencionados, puede que los macrófagos estén 
teniendo el mismo efecto sobre los cultivos de la línea A549 a 
través de la secreción de moléculas en su sobrenadante. Por tanto, 
queda como perspectiva realizar las cuantificaciones de las mismas 
moléculas en el sobrenadante de macrófagos para evaluar su 
efecto citotóxico sobre el cultivo. 
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Capítulo	8	
	
8. Conclusiones 
     Los antígenos de Excreción/Secreción (AES) no modularon a los 
macrófagos derivados de sangre periférica, 
     Los macrófagos estimulados con 1 µg/mL de Antígenos Total 
(AT) en conjunto con GM-CSF estimularon la producción de IL-12 así 
como el estímulo solamente con 2 µg/mL de proteína 
diferenciándose a un perfil de macrófagos M1.  
     Los Antígenos Totales (AT) administrados a una concentración de 
25, 60 y 75 µg/mL inhibieron la proliferación de la línea A549 en un 
80%, en comparación al cis-platino el cual inhibió la proliferación en 
un 60% a una concentración de 40 µM. 
     El sobrenadante de macrófagos estimulados con AT presentó un 
efecto citotóxico cuando se puso en contacto con las células A549 a 
una dilución 1:2. 
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